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Los anticuerpos constituyen una importante he-
rramienta para determinar la compartimentalización 
celular y la función de sus proteínas diana y para el 
análisis de interacciones proteína-proteína. Actual-
mente, los anticuerpos se utilizan para el diagnósti-
co de enfermedades mediante inmunoensayos como 
ELISA, arrays de anticuerpos,… y, para el tratamien-
to de enfermedades, como por ejemplo el anti-HER2 
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(Herceptin) en cáncer de mama. De hecho, los anti-
cuerpos constituyen aproximadamente el 50% de los 
medicamentos aprobados por la FDA y la EMEA.
El objetivo de este trabajo consistió en el de-
sarrollo de un nuevo método de obtención de an-
ticuerpos in vitro utilizando solo 5 µg de proteína 
mediante la combinación de diferentes técnicas pro-
Figura 1. (VTXHPDGHH[SUHVLyQSXUL¿FDFLyQ\VHOHFFLyQGHDQWLFXHUSRVDODFDUWD/DVSURWHtQDVVHH[SUHVDURQLQYLWUR
\SXUL¿FDURQXVDQGREROLWDVPDJQpWLFDV'\QDEHDGV7$/21$OWHUQDWLYDPHQWHODVSURWHtQDVVHHOX\HURQ\GLDOL]DURQ
frente a PBS para su marcaje con AlexaFluor 647 o, se utilizaron para la selección de anticuerpos recombinantes usando 
las librerías de scFvs humanas Mehta I y II.
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WHyPLFDVH[SUHVLyQ\SXUL¿FDFLyQGHSURWHtQDV LQ
vitro, selección utilizando Despliegue en Fagos y, 
¿QDOPHQWH LGHQWL¿FDFLyQGHDQWLFXHUSRV UHFRPEL-
nantes mediante el cribaje de array de anticuerpos 
con la proteína marcada con AlexaFluor 647.
La aplicación de esta metodología nos ha per-
mitido obtener anticuerpos monoclonales huma-
nos recombinantes (scFvs) frente a cuatro proteínas 
-tiorredoxina, GFP, p53 y STK4- de diferente masa 
molecular (10-70 kDa), siendo p53 y STK4 proteí-
nas difíciles de expresar. El proceso de expresión, 
SXUL¿FDFLyQ\VHOHFFLyQGHORVDQWLFXHUSRVDSDUHFH
resumido en la Figura 1. El procedimiento completo 
incluye diferentes pasos. El primer paso consiste 
en la expresión de las proteínas in vitro utilizando 
YHFWRUHVFRGL¿FDQWHVSDUDODVSURWHtQDVFRPRIXHQWH
de DNA y un sistema de expresión in vitro  (Roche) 
que permite realizar la transcripción y la traducción 
HQXQVRORSDVR/DSXUL¿FDFLyQDKRPRJHQHLGDGGH
las proteínas se realizó utilizando bolitas magnéticas 
Talon, mediante el Tag de Histidinas que incorporan 
las proteínas en su extremo C-terminal. El segundo 
paso consistió en la selección de los anticuerpos mo-
noclonales recombinantes, que se realiza en solución 
utilizando las proteínas unidas a las bolitas magnéti-
cas y la librería de anticuerpos humanos Mehta I y 
II [1-3]. En total, se realizaron 4 rondas de selección 
y se picaron 200 colonias individuales  procedentes 
de la 3ª y 4ª ronda de selección de anticuerpos frente 
a cada proteína. Así, se testaron 400 clones indivi-
GXDOHV\FORQHVHQWRWDOSDUDLGHQWL¿FDUVF)YV
frente a cada proteína. Finalmente, el tercer paso 
FRQVLVWLy HQ OD LGHQWL¿FDFLyQGH ODV VF)YV HVSHFt-
¿FDVGHFDGDSURWHtQDTXHVHUHDOL]y LPSULPLHQGR
arrays de nitrocelulosa con los 1600 clones dife-
rentes usando un robot de impresión Omnigrid. La 
selección de los clones positivos se realizó cribando 
los arrays de anticuerpos impresos en nitrocelulosa 
con las proteínas expresadas in vitro marcadas con 
HOÀXRUyIRUR$OH[D)OXRU)LQDOPHQWHODVVF)YV
LGHQWL¿FDGDVVHWHVWDURQSRU(/,6$LQPXQRGHWHF-
FLyQHQPHPEUDQDHLQPXQRÀXRUHVFHQFLD
Creemos que esta nueva metodología para ob-
tener anticuerpos monoclonales humanos recombi-
nantes por combinación de la expresión in vitro de 
proteínas, el uso de librerías de anticuerpos humanos 
desplegados en fagos y microarrays de anticuerpos 
scFvs podría convertirse fácilmente en un sistema 
de alto rendimiento para obtener anticuerpos mo-
noclonales frente a cualquier antígeno. El proceso 
completo requiere solo 5µg de proteínas, solucio-
nando el cuello de botella habitual para la obtención 
de anticuerpos, dado que se necesitan grandes canti-
dades de proteína para la inmunización de animales 
\SDUDHOFULEDMHHLGHQWL¿FDFLyQGHORVDQWLFXHUSRV
HVSHFt¿FRVGHFDGDSURWHtQD(OQXHYRSURFHGLPLHQ-
to descrito nos permitió obtener anticuerpos frente 
a las cuatro proteínas utilizadas en el estudio STK4, 
p53, GFP y tiorredoxina que presentaban funciona-
lidad tras su impresión en arrays de nitrocelulosa 
DUUD\VGHDQWLFXHUSRV\HQ(/,6$LQPXQRÀXRUHV-
cencia e inmunodetección en membrana.
En resumen, esta nueva aproximación podría ser 
usada para la obtención de anticuerpos humanos de 
DOWDD¿QLGDG~WLOHVHQGLDJQRVLVGHSDWRORJtDV±GDGD
su funcionalidad en arrays de anticuerpos– e incluso 
FRQ¿QHVWHUDSpXWLFRVVLHODQWtJHQRXVDGRHQODVHOHF-
ción de los anticuerpos fuese una diana terapéutica.
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